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【序】
ヘテロタリックなヒメミカヅキモ （Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex） には遺伝的に決定
された＋型 （mt＋） および－型 （mt－） という接合型が存在する。両者は, PR-IP Inducer および PR-IP と名付け
られた性フェロモンによる情報交換後, ペア形成, プロトプラスト放出を経て, 接合子を形成する。mt－のプ
ロトプラスト放出を誘導する PR-IP は, 42 kDa と 19 kDa の糖鎖をもつサブユニットから構成されている。性
分化した mt－には, 19 kDa サブユニットが特異的に結合したことから, その条件下で受容体が発現すること
が示唆されていたが, 受容体の正体は不明であった （Sekimoto et al. 1993）。一方, 完全長 EST, RNA-seq 解析
などから同定された CpRLK2 （Receptor-like kinase2） 遺伝子を破壊することで PR-IP の作用が完全になくな
り, 接合しなくなることから, CpRLK2 が 19 kDa サブユニットに対する受容体本体である可能性も示唆され
ていた （今 2016）。さらに CpRLK2 と類似した細胞外ドメイン （ECD） をコードする CpRLP1 遺伝子を破壊し
た場合, PR-IP に対する反応が過敏になることも明らかになった （Kanda et al. 2017）。またシロイヌナズナで




1. 新奇受容体型キナーゼ遺伝子の同定と機能解析：先行研究 （露木2018） で明らかにされた性決定遺伝子
CpMinus1 によって性特異的な発現制御を受ける 3 つの RLK 遺伝子の中から, CpRLK2 と同様の発現挙動を示
す新規 RLK 遺伝子を見出し, CpRLK5 遺伝子と名付けた。CRISPR/Cas9 システムを用いて遺伝子破壊株を作
出したところ, CpRLK5 遺伝子破壊株は, CpRLK2 遺伝子破壊株と同様に, 有性生殖能を失い, PR-IP 処理に
対する単独プロトプラスト放出活性も失った。
2. PR-IP サイレンシング株の獲得と機能解析：2 つの RLK いずれか, あるいは双方が PR-IP と結合するかを
検証するために mt＋ においてタグ付き組み換え型 PR-IP を発現する形質転換体の作出を試みた。しかしなが
ら, 得られた全ての形質転換体は Cp19ksu が強度にサイレンシングされ, 組み換え型タンパク質に加えて内
生 PR-IP の発現も見られなくなった。しかしながら, mt－との混合においては, 依然として有性生殖能を示し
た。一方, 野生型細胞の接合誘導後のろ過培地中には, mt－に対して単独でのプロトプラスト放出を誘起す
る活性があることが示されていたが, PR-IP を発現しなくなった形質転換体ではその活性が完全に失われて
おり, mt－ に対する単独プロトプラスト放出誘起活性の本体は, 既報 （Sekimoto et al. 1990） どおり PR-IP であ
ることが確認された。
3. RLK と PR-IP の結合検証：性フェロモン, 性フェロモンホモログ遺伝子, 相互作用が示唆された受容体の
細胞外ドメインコード領域及びキナーゼドメインコード領域を bait もしくは prey として, 酵母 two-hybrid 法
での相互作用検証を進めている。
【結論】
CpRLK5 遺伝子の破壊から, CpRLK2 と同様に CpRLK5 は有性生殖と PR-IP による単独プロトプラスト放出
の双方に必須であることが判明し, CpRLK2 と CpRLK5 は受容体複合体を構成している可能性が示唆された。
一方, PR-IP サイレンシング株の解析からは, 「PR-IP は mt－ 細胞に対するプロトプラスト放出誘起活性をもつ
が, 有性生殖には必須ではない （接合時のプロトプラスト放出には直接関わらない）」というこれまでの説を
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